





















学位 二△日田 文要 ］曰
AbStract
lL-8,apotentneutrophil-activatingprotein,isproducedbymanycelltypesincluding
monocyte,lynlphocyte,fibroblast,neutrophilandendotllelialcelLTheNH2-terminal
aminoacidsequenceofIL-8displaysheterogeneityamongtllecelltypes、Themature
fbrlnofIL-8has72aminoacids(7ZIL-8),whileaprecursorfbnn(771L-8)ofL8has
adClitionalfiveaminoacidstoNH2-tenninalof72IL-8・Howeverlithasbeenunclear
howlL-8isprocessed・HI11nandiploidfibroblastcellssecrete72IL-8and77L-8in
responsetopolyl:polyCstimulation(Chapterl)．771L-8wassignificantlyconverted
to721L-8onincubationwithapartiallypurifiedfractionofcultures叩enlatantofhuman
diploidfibroblasts(Chapter2)．TheconvertmgenzylnewaspurifiedfiPoml601culture
supematantbysequentialcllromatographyThepurifiedenzynlewasfbundtobea
single31kDabandonsilver-stainedpolyacrylamidegels・NH2-terminalaminoaciCl
sequenceanalysisrevealedsequence,ＥＡＰＲＳⅥ)ＷＲＥ,whichwasidentifiedasapartial
seqUenceofcatllepsinL・Westernblottinganalysisofthepurifiedconvertingenzymeon
theseofpolyclonalantibodiesagainstcathepsinLrevealedimmunologiccross-reactivity
witllcatllepsinLMoreove喝ｈｕｍａｎhepaticcatllepsinLalsocouldcleaved77IL-8
betweenArg5andSer6,whichistllesamecleavagesitewitlltheputativeconverting
enzylne・TheconvertingactivityofthepartiallypurifiedfiPactionofthecellculture
supernatantwascompletelyinhibitedbycysteineproteaseinhibito喝E-64TheseClata
indicatetllattheconvertingenzymeofpartiallypurifiedfiPactionofthecellculture
-572-
supernatantiscathepsinL(Chapter3)．Furtherlnore,72L-8producedfiPom77L8by
theconvertingenzymewas7-fbldmorepotentthan77L-8inaneutrophilchemotaxis
assay(Chapter4)．TheseresultsshowthatcathepsinLissecretedfiPomthefibroblast
withresponsetostimuliandplaysanimportantrolemn-8processinganddegradationin
inflamlnatoryarea．
序論
インターロイキン８（IL-8）は強力な好中球遊走活性を示すペプチドで、さらに、好中球に
対してタンパク質分解酵素や活性酸素を放出させる作用（好中球機能の活性化）をもち、急性
炎症での中心的な役割を担う分子である。ＩＬ－８はLPS刺激した単球の培養上清中より好中球
遊走因子として発見されたペプチドである。細胞内で９９個のアミノ酸残基からなるペプチド
として翻訳されるが、その後シグナルペプチドが除かれ、２８番目のSerから始まるＩＬ－８（７２
個のアミノ酸残基からなる、721L-8）が成熟型とみなされている。しかしながら動物細胞に
よって産生されたIL-8はＮＨ２末端が均一でなく、721L-8よりさらに５残基多い７７アミノ酸
型（77Ｌ-8）の存在も知られている。産生されるⅡ－８分子種は、細胞の種類や刺激方法によ
って異なっている。これまで、ｍＴｺﾞ肚加の生物活性試験より、771L-8より721L-8の方が活性
の高いことが報告された。
最近になってIL-8が医薬品として応用できる可能性を示唆する報告がなされた。そこで線
維芽細胞が産生するＩＬ８の医薬品としての可能性を検討するため､線維芽細胞によるＩＬ－８高
産生系の構築、高純度のIL-8を一定の規格で精製する方法の確立、精度の高い生物活性測定
法の確立を開始した。
著者は、合成核酸であるポリＩ：ポリＣで誘導をかけた線維芽細胞が産生するＩＬ－８を単離
し分析したところ、771L-8が主成分であることを明らかにした。また同時に線維芽細胞が
771L-8を721L-8に変換する酵素をも産生することを見出し､カテプシンＬであることを明ら
かにした。これまで771L-8を721L-8に変換する酵素としてプラスミン、トロンピンが知ら
れていたが､カテプシンＬの報告ははじめてである。この酵素反応を利用して得られた721L-8
は、好中球遊走能試験より、771L-ｓより７倍高い活性を示すことがわかった。
実験方法
ヒト正常２倍体線維芽細胞をマイクロキヤリアピーズに播種し、２ＯＬのガラス製培養槽を
用いて培養した．１×106個/ｍＬまで増殖したところで、1001UﾉｍＬのインターフェロンβ
（INF-l3）プライミング、およびポリＩ：ポリＣインダクションした。インダクション後８日
目に培養液上清を採取し、シリカクロマトグラフィーおよび逆相-ＨPLC（RP-HPLC）により
上清中のＩＬ－８を単離し、トリス／トリシンゲルシステムを用いたSDS-EAGE（トリシン
ーSDS-EAGE)、ＮＨ２末端アミノ酸配列、ＴＯＦＭＡＳの各種分析法により、ＩＬ－８分子種を解析
した。シリカクロマトグラフィーは、培養液上漬をカラムに吸着後、２０ｍＭＨＣｌにより溶出
-573-
した。ＩＬ－８を精製する場合は、シリカクロマトグラフィーの後、硫酸基をもつ陽イオン交換
体（Sourcel5S）を使って、ｐＨ４条件下、続いてｐＨ７条件下でクロマトグラフィーを行っ
た。
771L-8から７２m－８への変換活性を測定する場合は、被検試料をｐＨ６条件に調製し、
77Ｌ-8(20脾g)を加えて（全量２０OIL)、３７°Ｃにてインキュペーションした．インキュベーシ
ョン後、トリシンーSDS-EAGEを行ってIL-8の分子量変化を観察し、変換活性を評価したｄ
ｌＬ－８の生物活性の測定には、好中球遊走能試験を行った。２４穴プレートに311ｍのボアを
有したケモタキセルをのせ、４×105個のモルモット腹腔鰺出好中球もしくはヒト末梢血好中球
をケモタキセルに入れた。被検試料は２倍段階希釈して、ウエルにいれた。CO2インキユベ
ーターで４０～６０分インキュペーション後、ウェルに落下した細胞をコールターカウンターで
測定した｡検量線よりＥＣ５０(50％effectiveconcentration､最大活,性の５０％を引き起こすIL-8
濃度）を求めた。
結果と考察
１．線維芽細胞によるIL-8の産生およびIL-8分子種の解析
1001U/ｍＬのインターフェロン６（INF-l3）プライミングおよび１０ｕｇ/ｍＬのポリＩ：ポリＣ
インダクションを組み合わせることにより、線維芽細胞において５ug/ｍＬのIL-8を産生させ
ることができた（図１)。線維芽細胞培養液上清中のIL-8をシリカカラムとRP-HPLCで単離
しトリシンーSDS-EAGE分析したところ、８kDa付近に２つのバンドが検出された。デンシト
メーターによる分析から、分子量の大きいバンドの濃度は８１％、小さいバンドは１９％であっ
た。ＮＨ２末端アミノ酸配列分析の結果、Ala-ValLeu-Pro-Arg--とSer-A1a-町s-Gul-Leu--と
続く配列が検出され、前者が771L-8、後者が721L-8の配列と一致した。ＴＯＨＭＡＳで測定し
た分子量はそれぞれ8,928および8,383で､771L-8の分子量(8,918)と721L-8の分子量(8,384）
と一致した｡このことから､線維芽細胞の産生IL-8は771L-8が主成分であり､約２割の721L-8
を含んでいることがわかった。インターロイキン１，腫瘍壊死因子（TNF）もしくはポリＩ：
ポリＣで誘導した線維芽細胞が主に771L-8を産生するというこれまでの報告と一致する。た
だし、INF-pプライミングの操作を加え、培養期間を８日間と長くすることによって、高産生
（5lLg/ｍＬ）を実現した。培養液上清に含まれる771L－８含有量は、インダクション後４，６，８
日目で771L－８含有量はそれぞれ、７９％、７９％、７６％と顕著な変化はみられなかった。このこ
とから、培養液上清に含まれる721L-8は培養液中で771L-8から変換されるのではなく、２種
のIL-8が同時に細胞から分泌されることが考えられた。
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図ｌ線維芽細胞によるL8の慶生および
産生される!L-8分子穂(グラフ内部写真）
図２７７lL-8の721L-8への変換反感
のpH依存性
２．７７１L-8から721L-8への変換酵素の検討
線維芽細胞が産生したIL-8を医薬品として応用するためには､成熟型である721L-8の製造
システムの構築が必須である｡線維芽細胞の培養液上清をシリカカラムにかけて得られた溶出
フラクション（SR）を冷蔵下で数日～数週間保存しておくと、７７Ⅱ－８が721L-8に変換する
という現象に出会った。そこで、ＳＲをｐＨ2～８の範囲に調整してインキュベーション後に、
IL-8の分子量変化をトリシンーSDS-EAGEで分析した。その結果、ｐＨ５では１時間で771L-8
のバンドが消失し、かわりに７２m－８が濃くなった（図２)。さらに４日間のインキュペーショ
ンでは７２IL-8よりやや下に新たなバンドが検出され､ｐＨ６では771Ｌ８から721L-8への変換
が観察され、その他の新しいバンドは検出されなかった。このことから、変換に関与する酵素
の至適ｐＨは５であるが、７７IL-8から721L-8への変換反応に関する至適ｐＨは６であること
がわかった。すなわち、ＳＲをｐＨ６でインキュベーシヨンすることにより、771L-8を効率良
く721L-8に変換する手法を見出した。これまで、セリンプロテアーゼであるプラスミンやト
ロンピンが771L-8を７２m－８に変換することが報告された。そこで、各種プロテアーゼ阻害
剤を用いて変換反応に対する影響を調べた。その結果、システインプロテアーゼ阻害剤である
E-64、leupeptin、ＴＬＣＫ、ＴＰＣＫによって変換反応は完全に阻害された。しかしながら、セ
リンプロテアーゼ阻害斉Ｉであるaprotinin、PefbLblocSCやアミノペプチダーゼ阻害剤である
bestatinでは一部もしくは全く阻害されなかった。これらのことより、ＳＲ中に含まれる変換
酵素はこれまで報告されてないシステインプロテアーゼであることが示唆された。
３．変換酵素の単離・同定
線維芽細胞培養液上清中に含まれる７７m－８を721L-8に変換する酵素を同定する目的で、
培養液１６ＯＬをシリカピーズ、ハイドロキシアパタイト、ＣｏｎＡセファロース、セファアクリ
ルS100､DEAE-5PWの各カラムを用いてSDS-EAGE上爾単一バンドになるまで精製した(図
3)。決定したＮH2末端アミノ酸配列は、EAPRSVDWERとなり、カテプシンＬの配列と完
全に一致した。さらに単離された変換酵素は、ウェスタンブロッテイング法により、２種類の
抗ヒトカテプシンＬ抗体と反応することを確認した。また、ヒト肝由来のカテプシンＬ標品
は７７Ⅱ－８を721L-8に変換した。これらの結果に基づき、変換酵素はカテプシンＬであると
判断した。変換反応で生じた生成物を解析した結果、変換酵素は771L-8の5Arg-6Ser間の結
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合を正確に切断することがわかった。
また、セファアクリルＳ１００のゲルろ過フラクシヨンより、SDS-EAGE上、単一バンドと
してカテプシンＢを得た｡カテプシンＢは771L-8を721L-8に変換する活性を示さず､77IL-8
や７２m－８をわずかに低分子側にシフトさせた。すなわち、ＳＲ中のｐＨ５で７２Ⅱ－８より低分
子側に検出されたバンドは（図２)、カテプシンＢによるものと考えられた。
変換活性は線維芽細胞培養液上漬中には検出されず､シリカクロマトグラフィーを行うこと
によって検出されるようになる。その理由として、一つ目は、線維芽細胞の産生するカテプシ
ンＬが成熟体ではなく、不活性型であるプロカテプシンＬの可能性がある６プロカテプシン
ＬはカテプシンＤとｐＨ３でインキュペーシヨンすることによって、カテプシンＬに変換する
ことが知られている。もし培養上漬中にカテプシンＤが含まれていたとすれば、シリカカラ
ムからの２０ｍＭＨＣｌ（ｐＨ2）による溶出中に、プロカテプシンＬがカテプシンＬに変換した
ことが考えられる。二つ目の理由として、カテプシンＬの内因性の阻害剤としてシスタチン
が知られているが、シリカカラムによってこのようなカテプシンＬを阻害する物質が除かれ
た可能性がある。
線維芽細胞が前駆体型の771L-8と変換酵素である(プロ)カテプシンＬを分泌することは、
カテプシンＬによる細胞外マトリックスの破壊とＩＬ－８の活性化、好中球の遊走という巧妙な
炎症を調節する仕組みがあり、線維芽細胞が重要な役割を果たしていることが考えられた。
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図Ｓ最終段陰イオン交換(DEAE-5PW)クロマトグラフィー
Ａタンパク質溶出パターン｡フラクションをDF-番号で示した｡Ｂフラクションを
77Ⅱ-8とインキユベーシヨン後(＋)､トリシンーSDS-PAGEを行った｡－はインキ
ュペーション前の反応液､Ａｐはアプライ液を意味する｡ＣフラクションのSDS‐
PAGEdMは分子量マーカーを意味する。
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４．n-8の効率的生物活性測定系の検討
ＩＬ－８は好中球遊走能や好中球に対してタンパク質分解酵素の放出を引き起こす作用を持っ
ている。これまでのBoyden法を利用した遊走能試験および分泌されたタンパク質分解酵素を
指標にしたIL-8のバイオアッセイ系は、感度、精度、再現性に乏しく定量試験に用いること
は不可能であった。そこで、２４穴プレートにケモタキセルをのせ、メンブレンを通過して落
下した好中球を計測したところ、0.1～6,9/ｍＬの間でIL-8の濃度依存的な遊走能を示すこと
がわかった。これまでの遊走能試験では、メンブレンに付着した好中球を固定して顕微鏡下で
計測することが行われてきたが、メンブレンから好中球が剥がれたり、凝集のため、計測に誤
差を生じやすかった。通過細胞を計測することによりこれらが解決できたため、精度の良い評
価系構築できたと考えられる。
モルモット、ウサギ、ラット、マウスの好中球を用いて遊走能試験を行ったところ、モルモ
ットの腹腔鯵出好中球のみが試験に利用可能であった。ヒト末梢血好中球では、771L-8とそ
の変換反応を利用して得られた721L-8のＥＣ５０はそれぞれ、20,9/ｍＬ、3,9/ｍＬと721L-8
の方が７倍活,性が高いことがわかった(図4)｡ただし､モルモット好中球では､771L-8と７２m８
の活性の違いは見分けられなかった。
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結一論
（１）ヒト２倍体正常線維芽細胞をINF-6プライミング、ポリＩ：ポリＣインダクションす
ることによって、高濃度（5119/mL）のＩＬ－８産生系が確立できた。線維芽細胞の産生
するＩＬ－８は主に771L-8である。
（２）線維芽細胞培養液上清に７７m－８を721L-8に変換する酵素活性が含まれいる。この酵
素反応を利用して721L－８を得る生産システムが確立できた。
（３）変換酵素はカテプシンＬである。培養上漬中よりカテプシンＢも単離したが、この酵
素は変換活性を示さない。
（４）BoyClen，schamber法を改良して､メンブレンを通過して落下した好中球を計測するこ
とによって、精度の良いＥＣ５０を測定する系を確立した。
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学位論文審査結果の要旨０
平成１５年７月１日に第１回学位論文審査会を開催、８月５日に口頭発表、その後に第２回審査委員会を
開催し、,慎重審議の結果、以下の通り判定した。
本学位論文は外部から刺激を受けた線維芽細胞がインターロイキン８（IL-8）とカテプシンＬを産生し、
カテプシンＬが細胞外マトリックスの破壊と７７アミノ酸型のIL-8（771L-8）のプロセシングを行うことに
より、好中球の遊走を促進し炎症局所で重要な役割を担っていることを示すものであり、以下のような成果
が得られた。
１)線維芽細胞の産生するIL-8は771L-8と７２アミノ酸からなる721L-8が４：１の比からなり、771L-8が
721L-8に変換する現象を見いだした。
２)771L-8を721L-8にプロセシングする酵素はカテプシンＬであることを明らかにした。721L-8が高い生
理活性を有していることを確認し、721L-8の生産システムを確立した。
３)好中球遊走能アツセイのBoyden1schamber法を改良し、ＥＣ５０測定系を構築した。
これらの成果は炎症局所でのIL-8の産生とＩＬ－８の成熟化のプロセスを明らかにし、実用化への糸口とな
ろものであり、博士（理学）に値するものであると判定した。
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